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The  voltage­dependent  anion channel,  VDAC,  is   the  major  constitutive  protein  of   the  outer 
mitochondrial  membrane.  Owing  to  the  ability   to  switch between anion and cation selective 
states  in   conductance   measurements,   this   channel   is   referred   to   as  voltage­dependent. 




phase   of   apoptosis.  Among   these   interactions,   the  most   prominent   concerns   the   interplay 
between   VDAC   and   pro­   and   anti­apoptotic   proteins   like   Bid   and   Bcl­XL   in   multicellular 
organisms. As a target of these proteins the channel is connected to a critical process known as 
mitochondrial  outer  membrane permeabilisation (MOMP)  which  is  involved  in  the release of 








biophysical   techniques   including   NMR   and   X­ray   crystallography.  Conjointly,   the   local 
information from NMR spectroscopy and the global information from X­ray crystallography led to 
the   elucidation  of   an  advanced   three­dimensional  model   presenting  a  β­barrel   architecture 
composed of 18 anti­parallel strands with an α­helix located horizontally midway within the pore. 

















Beyond   these  metabolic   functions,   mitochondria   are   also   involved   in   intracellular   calcium 
signalling[3],   the  programmed cell   death[4],  and   in   case  of   their   dysfunction   in  ageing[5]  and 
several diseases[6].
Mitochondria are widely accepted to have originated from a single ancient endosymbiotic event. 
By   this   occasion,   a   prokaryotic   ancestor,   in   all   probability   related   to   the  ­proteobactrial 





membrane   (OMM)   surrounds   and   isolate   the   organelle   from   the   cytosol   while   the   inner 
membrane   (IMM)   with   several   invaginations,   called   cristae,   divides   them   further   into   the 
mitochondrial   inter­membrane   space   (MIMS)  and   the  matrix.  The  organization  of   the   inner 
membrane   was   dissected   in   recent   studies   using   improved   electron   microscopic   and 
tomographic techniques[9][10].  The  images, obtained from rat  liver and pancreas mitochondria, 
exemplify besides the outer membrane an inner boundary membrane which is connected by 
several   tubular   junctions   to   the   cristae,   thereby   creating   a   distinction   between   the 
































A   channel   forming   protein  which  was   implicated  with   the   pore­like   structures   observed   in 
electron micrographs of the outer mitochondrial membranes[21] was described for the first time in 




(a)  Exposure   of   the  surface   (left)   and   interior   structure   (right)   of  mitochondria   obtained  by   high­




protein   in   the  outer  membranes  of  N. crassa[16].   Indicated  proteins  are   involved   in   protein   import 
(Tom70, Tob55, Tom40, Tom20, Tom22, Mim1), fission and fusion (Fzo1), nicotinic acid biosythesis 
(Bna4) or metabolic exchange (Porin/VDAC). () labelled proteins are unknown or of unknown function 
(NCU04946.1).  (c­e)  Surface   topographies   of   the  S. cerevisiae  OM   revealed   by   atomic   force 
microcopy[18]. (c) Medium resolution topograph. Rugged areas refer to higher (H) and lower (L) ScVDAC 
containing domains of about 80% and 20% protein density, respectively. Larger protrusions (yellow 




While  the   inner mitochondrial  membrane contains several  distinct  carriers,   transporters  and 
channels[11][12][13],  only  VDAC  is   known  to   facilitate   the  metabolic  exchange across   the  outer 
mitochondrial  membrane.  Except  for  the nuclear encoded mitochondrial proteins which were 
















about   70%.   Additionally,   VDAC2   can   contain   splice   variant   dependent   N­   and  C­terminal 
extensions  which   are   not   present   in   the   other   isoforms.   In   contrast,   VDAC   sequences   of 




















K­MES or  0.5 M Tris­HCl.  Although  K+  and  Cl­  exhibit   a   similar  aqueous  mobility   the  single 
channel conductance  for Tris­HCl in  comparison to K­MES is significantly lower. Therefore the 
closed state is considered cation selective[28].
The  fact   that  VDAC adopts   switchable  states  with  a  different  permeability   to  mitochondrial 
metabolites suggests  that   the  protein may not  only   facilitate,  but  also  control   the metabolic 
exchanges across the outer membrane. This assumption is consistent with the capability of the 
outer mitochondrial membrane to limit the flow of adenine nucleotides as observed in rat heart 




difference  of  approximately   0.3 pH  units  were  established  by   the   ionic   strength  dependent 






















VDAC proteins are supposed  to form large pores.  A general   insight  into  the global channel 
architecture was gained by electron microscopic studies of two dimensional VDAC1 crystals. 




reconstructed  three dimensional NcVDAC surface  further  indicates that the observed channel 
wall resembles primarily a right­circular barrel with an average diameter of 3.7 nm. The attained 

















HVDAC1 molecules per asymmetric  unit.  Both channels  exhibited diameters of  0.37 nm but 
revealed either an oval or triangular shape of their pore entrances. Regarding the oval bore an 
inner  diameter  of  17–20 Å   has  been  determined.  A  striking  difference   to  NcVDAC crystals 
concerns the observed surface structure of HVDAC1. The relief reconstruction of the HVDAC1 
crystals revealed protein domains protruding from the bilayer surface. The surface topographs 
of NcVDAC, by contrast,  showed a protein deeply  embedded into the membrane bilayer  [41]. 





surface   density   of   the   2D   crystals   scanned   by   transmission   electron   microscopy[41].   A 















Despite of a  low sequence similarity VDAC homologs of animals,  plants and fungi exhibit  an 
uniform secondary structural pattern composed of an N­terminal ­helix (hatched bar) and 19 ­




A  characteristic   for   bacterial   proteins   of   the  outer  membrane   is   a   central  ­sheet   cylinder 
composed of an even number of tilted antiparallel ­strands which originate either from one or 
several  polypeptides. Adjacent strands are  linked consecutively  by short connections  on the 
periplasmatic   side  and   longer   flexible   loops   at   the   extracellular   side   of   the   membrane 




























bacteria[47]. This membrane  rarely  contains  polytopic membrane proteins of the  ­helical type. 
The only structurally described polytopic outer membrane protein of the ­helical type is Wza, 
an integral ­helical barrel protein which is responsible for group 1 capsule export in E. coli[48]. 




Due  to  the endosymbiontic   theory,  however,   it   is  assumed that   this membrane protein  type 
exists  also  in the outer membranes of chloroplasts and mitochondria[49].  Even if many of the 
mitochondrial  outer  membrane proteins  like Tom40 and VDAC  only  exhibit  a   low sequence 
similarity to bacterial ­type membrane proteins[8], they are predicted to adopt an equal topology.
 2.3.6  Evidence for a ­barrel fold of VDAC 
Concerning  Tom40  and  VDAC,   the  suggested  ­barrel   fold   is   in   addition   to   the   sequence 
analyses   also   confirmed   by  circular   dichroism   (CD)   and   attenuated   total   reflection   fourier 
transform infrared (ATR­FTIR) spectroscopy[50][51][52]. 














the  bacterial   protein  as  determined   from a  shift   of   the  amide I   band[50].  Another   difference 
concerns the increased ­helical contents of  the PvVDAC isoforms, a fact that is attributed to 
their predicted N­terminal ­helices[50]. Moreover, ATR­FTIR measurements were also applied on 







One model   favours a channel wall  composed of  a  transmembrane  ­helix  in addition  to 13 
­strands[56][26][57]. In combination with an analysis of the primary sequences of NcVDAC1 and 
ScVDAC1[58],   this   model   is   based   on   a   variety   of   selectivity  altering   point   mutations   in 
ScVDAC1[56]. Initially developed with 12  ­strands, the model was later extended by a further 
­strand, due to the results obtained by biotin modification of ScVDAC1 cystein mutants[59]. Even 
if   a  ­barrel   closed   by   an  ­helix   represents   an   unique  membrane   protein   fold,   this  was 
hypothesized on the basis of several biochemical observations.  For instance, charge altering 
point mutations concerning the N­terminal ­helix and the first following ­strands affected only 
the   ion   selectivity   of   the   open   state[56].  Hence,  it   was   concluded   that   channel   closure   is 








Two  topology  models  of  VDAC are  proposed  so   far.  One  model  suggests  a   topology  of  13 
­strands  in combination with a transmembrane  ­helix,  an alternative model   is based on 18 
­strands  and an  ­helix   located  outside   the   barrel.  Gating  mechanisms  are   proposed   for  both 
topologies. In case of the first model  channel closure is accomplished through removal of a certain 
transmembrane part including the ­helix and subsequent relocking of the remaining ­strands to form 









data were  integrated[63][64].  Regarding  the origin  such models  were established  for  NcVDAC, 











closed   state   of   the   channel,   support   this   mechanism[67].  After   pre­treatment,   the   images 
exhibited a reduced lumen bore without a change in outer channel wall diameter in association 
with the disappearance of preexisting lateral surface protein[62]. Since in untreated 2D crystals 
the N­terminal  ­helix was found to laterally extend from the barrel[39]  this  ­helix might be a 
potential   candidate   for   the  mobile   domain   which   reduces   the   channel   conductance   upon 
movement[66]. However, if the mobile domain coincide with the N­terminal ­ helix or rather with 
a flexible  loop  is still  a matter  of debate.  However,  this mechanism neglect  the biochemical 
observation that charge altering point mutations of  the N­terminal  ­helix  affect only the ion 





EM data   led   finally   to   a   third   proposed  mechanism[38][66].  According   to   this   proposition   the 
N­terminal ­helix is lumen integral attached to a certain groove of the inner channel wall in the 
open state.  In this position the  ­helix  function in both, open state stabilization and selectivity 












binding site for  the cytoplasmic  hexo­ and glycerol kinases[70][71][72]  and connects them at  the 
mitochondrial   contact   sites   with   the  adenine   nucleotide   translocator   (ANT)   of   the   inner 
membrane[73].  As a consequence,  VDAC provides  the cytosolic kinases with  the  preferential 
access to ATP through functional coupling of sites responsible for oxidative phosphorylation and 
metabolic  activation[70].  Interestingly,   it  seems  that  VDAC alters   its  conformation upon direct 
complex   formation  with   the   ANT   in   a  way  which   increases   its   affinity   to   the   cytoplasmic 
kinases[74]. 
Additionally,   there   is   evidence   of  a   further   highly   organized   “energy   transport   channel”, 
concerning the phosphocreatine cycle and mediated through the indirect  interaction between 











outer   mitochondrial   membrane[77].   Among   these   proteins   are   for   instance  pro­caspases, 
Smac/Diabolo as well as cytochrome c. 
Once released from the inter membrane space these proteins participate in specific points of the 
apoptotic   cascade  e.g.  in   the  cytochrome c   initiated  formation   of   the   apoptosome[78].   It   is 






However,   several   models   include   also   VDAC   as   a   component   of   the  MOMP  machinery. 
Evidence for the involvement of VDAC in MOMP derived from the fact that several proteins of 










between   VDAC   and   certain   members   of   the   Bcl­2   family   derived   from   conductance 
measurements of rat  liver and NcVDAC1[81][82].  The addition of pro­apoptotic Bid for instance, 
induced a closure of RVDAC1 and NcVDAC1 as revealed by the significant lower conductance 















































of   HVDAC1.   Moreover,   multidimensional   NMR   techniques   were   used   to   identify   dynamic 




This   approach   based   on   the  high   protein  recovery   due   to  inclusion   body   formation   as 






grade  from   Sigma­Aldrich   (St.   Louis,   USA)  Merck   (Darmstadt),   Serva   (Heidelberg)   and   Roth 
(Karlsruhe).  Detergents were purchased from Anatrace (Maumee, USA). Labelled compounds were 
obtained   from  Eurisotop   (Saint­Aubin   Cedex,   France).  Deuterium   oxide   (D2O)  was   supplied   by 


















































































Escherichia coli M15 [prep4] (Quiagen, Hilden) E. coli  K12 NaIS  StrS  RifS  Thi­  Lac­  Ara+  Gal+  Mtl­  F­ 
RecA+  Uvr+  Lon+  /   carries   prep4   (lacI  encoding 
repressor plasmid) 
Escherichia coliDL39 (CGSC,Yale,USA) F­  araD139  (argF­lac)Ui69   rpsL150   relA1   thiA   zei­
724: :Tn10 glpR gyrA (glpT­glpA)593 
Escherichia coliDL39 [prep4] F­  araD139  (argF­lac)Ui69   rpsL150   relA1   thiA   zei­
724: :Tn10 glpR gyrA  (glpT­glpA)593 /  carries prep4 
(lacI encoding repressor plasmid) 
Escherichia   coliDH5  (GibcoBRL, 
Gaithersburg, USA)
F­  80dlacZM15    (lacZYA­argF)   U169   endA1 
hsdR17(rK­, rK+) supE44 ­ recA1 thi­1 gyrA96 relA1
Escherichia  coli  BL21CodonPlus   (DE3)­RIPL 
(Stratagen, La Jolla, USA) 
E. coli B F­ ompT hsdS(rB­ mB­) dcm+ Tetr gal   (DE3) 














After  adding 15 g agar  per  litre  LB broth   the suspension was heat  sterilised,   re­cooled  to 50°C, 








































Deuterated   algal   lysate   amino   acid 
mixture (10% w/v)*
10 (30)# ml















































Single   colonies   of   the  different  E.   coli  strains  were   obtained   by   streaking   an   inoculum   of   the 
corresponding   freezer   stock   across   an   LB   plate   and   following   incubation   at   37°C  overnight. 
Afterwards a preparatory culture was prepared by the inoculation of  35 ml LB broth with one of the 
















200   rpm.   Afterwards   10   to   20 µl   of   the   cell   suspension   were   plated.   In   case   of   transformed 
Quikchange®  reactions, cells were  harvested  after the  incubation period  at  4000 g  for 20 min and 












































































































































































biosynthesis  pathway[88].   A   culture   of  E.   coli  M15   [prep4] / pDS/RBSII­VDACHis6  was   grown   on 
M9Amp/Kan  at 37°C and 200 rpm overnight. From this culture 1.5 l of M9Amp/Kan  were inoculated to an 
OD600 of 0.1 AU and incubated in a baffled 5 l Erlenmeyer flasks at 37 °C and 200 rpm. At an OD600 of 











an OD600  of 0.1 AU and incubated in  baffled  5 l Erlenmeyer flasks at 37°C and 200 rpm.  HVDAC1 





























Inclusion   bodies   were   dissolved   in  100 mM   Tris/HCl   pH 7.5;   1 mM   EDTA;   5 mM   DTT,   6 M 
guanidinium chloride.   Insoluble  material  was   removed   by   centrifugation   at   100 000 g  for   45 min. 







































Single   cysteine   mutants   of   HVDAC1   were   modified   at   the   cysteine  sulfhydryl   group  by   the 
paramagnetic  thiol­specific   nitroxide   spin   label   (1­oxy­2,2,5,5­tetramethyl­3­pyrroline­3­methyl)­
methanethiosulfonate (MTSL). HVDAC1 samples were supplemented with a 3 to 5­fold molar excess 






with 100 ml of  20 mM sodium phosphate pH 7.5;  20 mM imidazole;  0.8% v/v OPOE. Afterwards, 




Purified   HVDAC1  fractions  were   divided   into   500 µl   aliquots   and   supplemented   with   different 
detergents   as   indicated   below.   The   different   aliquots   were   dialysed   against   50 ml   of   25 mM 
BisTris­HCl pH 6.8  including  the respective detergent   in  the  indicated concentration.  Dialysis was 
carried out in cellulose membrane dialysis tubes with a molecular cutoff of 10 kDa for 60 h at 4°C. 









n­octyl­ ­D­glucopyranoside OG 1.5
n­nonyl­ ­D­glucopyranoside NG 0.5
n­nonyl­ ­D­maltopyranoside NM 0.9
n­decyl­ ­D­maltopyranoside DM 0.2
n­undecyl­ ­D­maltopyranoside UM 0.2
n­dodecyl­ ­D­maltopyranoside DDM 0.5
N,N­dimethyldecyl­amine­ß­oxide DDAO 0.5
N,N­dimethyldodecyl­amine­ß­oxide LDAO 0.2
cyclohexyl­propyl­ ­D­maltoside Cymal­3 2.0
cyclohexyl­butyl­ ­D­maltoside Cymal­4 0.6
cyclohexyl­pentyl­ ­D­maltoside Cymal­5 0.2




plates.   Initial  screening was performed using  the crystallisation screens Crystal  screen™,  Crystal 
screen 2™,  Crystal   screen   light™,  Membfac™,   PEG/Ion™,   Index™   and  SaltRx™.   To   set   up   a 
crystallisation reaction,  1.5 µl  of  HVDAC1 sample were mixed with 0.75 µl  precipitant solution and 
placed on top of 0.5 ml precipitant solution. Reactions were incubated at 18°C and regularly followed 
for   crystal   formation   by   a   stereo  microscope.   Successful   conditions   were   screened   for   further 
optimisation by utilisation of the Additive™­ and the Detergent­screens I­III™. For optimization, 1.5 µL 
HVDAC1 sample was mixed with 0.75 µl of the appropriate precipitant, supplemented by 0.25 µl of the 














overnight  on M9Amp/Cam  at 37°C and 200 rpm. In order to adapt the culture to D2O,   the cells were 
consecutively inoculated in  2H­M9Amp/Kan with an increasing D2O content of 70, 80 and 100%. During 
each step the cultures were incubated at 37°C for 24 h. Subsequent to adaption 1.5 l of 2H­M9Amp/Cam 
or  [2H,15N]­M9Amp/Cam  were  inoculated  to an OD600  of  0.1 AU. Cultures were  incubated  in  baffled  5 l 






and   disrupted   by   two  French   press  passes.   After   sedimentation   of   the   cellular   debris   by   ultra 
centrifugation  at  120 000 g  for  45 min.   the  supernatant  was  applied   to  a  5 ml  Ni2+­SepharoseFF 
column (GE Healthcare) and washed with five column volumes of 20 mM sodium phosphate pH 7.5; 
1 mM DTT. Elution of  His6­BID was carried out with  20 mM sodium phosphate pH 7.5; 1 mM DTT; 
300 mM   imidazole.   His6­Bid  containing   fractions   were   identified   by   SDS­PAGE,   pooled   and 
concentrated to a total volume of 4 ml by a centrifugal filter device (molecular cutoff of 10 kDa). The 
sample was then applied to a Superdex 75 gel filtration column (GE Healthcare) equilibrated with 
25 mM   Tris­HCl   pH 7.5.  His6­Bid  containing   fractions   were   verified   by   SDS­PAGE,   pooled   and 









Following a wash step with 5 column volumes of  50 mM Hepes­NaOH pH 7.5;  100 mM NaCl;  10% 
sucrose,  cleaved His6­cBID was eluted by 5 column volumes of 50 mM Hepes­NaOH pH 7.5; 100 mM 



























suspension  was   incubated   for   10 min.   on   ice.  Mitochondria  were   lysed   by   the   addition   of   2% 
3­Laurylamido­N,N'­dimethylpropyl amine oxide (LAPAO) and subsequent incubation overnight on ice. 
Purification was carried out on a 50 ml hydroxyapatite/celite column, pre­equilibrated with 10 mM Tris­








Martinsried,   Germany.   Caspase­8   was   kindly   provided   by   Dr.   Bruno   Antonsson,   Serono 






of   Lambert­Beer.  Protein   solutions  which   exceed   an   absorption   unit   (AU)   of  1   were   diluted   or 
measured in cuvettes of shorter path lengths. For purified proteins the extinction coefficients were 
calculated on basis  of   the corresponding primary sequences by using  the ProtParam online  tool 










gel   (7% v/v  acrylamide/bisacrylamide)   upstream   connected   to   a   separation   gel   (13%   or   17% 
acrylamide/bisacrylamide)  or   in  NuPAGE®  Novex  gradient  gels   (4­12%  acrylamide/bisacrylamide). 
Protein samples of 5 to 10 mg total protein were mixed with 5­fold sample buffer (0.5 M Tris­HCl pH 
6.8;  10% glycerol;  2.3% SDS; 5% DTT; 0.1% bromophenol blue) and heated  for  10 min.  at  40°C 
(membrane proteins) or 100 °C (soluble proteins). Electrophoresis was performed at about 15 V/cm 
until  the dye front reached the end of the gel. Protein bands were visualised by staining (0.025% 























































oscilloscope  and   recorded  with  a  strip   chart   recorder  or  alternatively  digitized  with  a  CED 1401 
analog/digital converter (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Great Britain) and recorded and 






pH 6.8;  0.2% cymal­5.  Potential  protein­protein  interactions were   identified  in  comparison  to  their 





















NMR measurements  and analysis  were  carried  out  by   the  department  of  NMR based  structural 
biology   at   the  Max   Planck   Institute   for   Biophysical   Chemistry   in  Göttingen.   A   summary   of   all 
measured HVDAC1 samples is tabularly summarised below. An advanced description of the HVDAC1 
analysis could be received  elsewhere[93].   In brief, all spectra were recorded at 37°C on  cryogenic 
probe head eqiped  Bruker 600, 800 or 900 Mhz spectrometers. Three different TROSY­type triple 
resonance experiments (HNCA, HNCO and multiple quantum (mq) HNCOCA) as well as a 15N­edited 
1H­1H   NOESY­TROSY[94]  and   a  mixed­time   parallel   evolution   HMQC­NOESY[95]  spectrum   were 
recorded.  The  sample  specific   summary  of   the   recorded  spectra   is  given  below.   Paramagnetic 
relaxation enhancement  (PRE) data were achieved by recording TROSY­HSQC spectra of  MTSL­
labelled HVDAC1 single cysteine mutants and their unlabeled references. Dynamics were studied by 









[2H(100%),15N,13C]­HVDAC1­His6 TROSY­HSQC,   TROSY­HNCA,   TROSY­







































was   attempted   using   inter­crystal   averaging   with   DMMULTI[106].  Structure   solution   was   greatly 
supported by Dr. Clemens Vonrhein, Global Phasing Ltd., Cambridge, UK. Map interpretation was 



















Homology  modeling  of   the  NcVDAC and  wheat  VDAC1  topology  was  done  on   the  basis  of   the 
HVDAC1 model.  In accordance to the alignment derived from MUSCLE the individual residues of 





The human voltage dependend anion channel   isoform 1 was overproduced  from  the pDS/RBS2­
HVDAC1His6 plasmid in a modified form. The modifications affected the N­ terminal region, due to the 





with   the   EXPASY   translation   tool   TRASLATE.   (http://www.expasy.ch/tools/dna.html).   Differences 
between   the   natural   human  VDAC1   and   the   expressed   protein   are   highlighted   in   red.  Displayed 
secondary structure  elements are  depicted as predicted by  the Protein  Structure Prediction Server 
(PSIPRED;   http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ute).   Sequence   variations   of   the   generated  HVDAC1 
mutants are indicated by there position and amino acid alteration.











according  to   its  size.  Moreover,   for  certain  NMR experiments  HVDAC1 had  to be  13C­labelled  in 
addition.   The   required   labelling   was   achieved   by   HVDAC1   overproduction   in  [2H,15N]­M9  and 
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Figure 4­2: Growth of E. coli M15 and DL39 HVDAC1 overproduction cultures in different media. 













(Fig.   4­3A).   Although   the   vast  majority   of   protein   impurities   could   be   removed   by   this   step   an 









processed variants of   the HVDAC1. The bulk of   the examined  impurities belong  to several  other 
predominantly soluble proteins, often observed in inclusion body fractions. 
Figure 4­3: HVDAC1 inclusion body (IB) purification  
A)  HVDAC1   IBs  were   isolated   by   three   centrifugation   steps   (Z1­3)   in   addition   to   an   intermediate 


















buffer.  Based  on  the  OD280  of   the   refolding  buffer  an  efficient   refolding  of  HVDAC1 with  LDAO 
concentrations above 43.5 mM (CMCLDAO in 0.1 M NaCl = 0.14 mM)[112] was achievable. As revealed by the 






















To   achieve   a   maximum   purification   efficiency,   the   applied   Ni2+­sepharose   matrix   was  1.3   fold 
overloaded with respect to its theoretical binding capacity of 20 mg/ml. This approach allowed a one 

























HVDAC1   secondary   structural   content   as   proposed   by   spectrum   deconvolution   with   the   CDpro 
program suite.  Superposition  of   the  HVDAC1 spectrum  (—)   and   the   recalculated   spectra   of   the 
CDSSTR, ▿; CONTILL, ○; SELCON3, ; solution.
These values are in addition to the entire curve progression strongly indicative for a high  ­sheet 
content   of   the   refolded   protein.   Further   specified  by   spectral   deconvolution   the  protein  displays 
approximately 56% ­sheet and ­turn and 17% ­helical structure (Tab.4­1; Fig. 4­6B). 
Table 4­1: Predicted secondary structural contents of the HVDAC1 protein in 0.2% LDAO
Deconvolution program ­helical [%] ­structure (sheet­turn) [%] unstructured [%]
CDSSTR 17.6 55.5 (36.2/19.3) 26.1
CONTINLL 16.1 57.5 (38.2/19.3) 26.5












side)   formed   by   diphytanoyl­phosphatidylcholine/n­decane.   Upon   insertion,   single­channel   current 
traces were recorded after voltage jumps from 0 mV to the indicated voltage. 




the   closing   events   in   the   channel   recordings   represented   only   a  minor   fraction   of   the   current 
ﬂuctuations. At higher voltages, the number of closing events increased, thereby reducing the steady­

























voltage was normalised to  Gnorm  by the mean conductance determined at 10 and –10 mV.  The solid 

































Since  biomolecules   studied   by  NMR   are   subjected   to   size   limitations,   the  HVDAC1  samples 
consequently had to be fully deuterated, labelled and particularly concentrated to a mM range.
An   initial  15N­TROSY­HSQC   spectrum   of   a   [2H(75%),15N]­labelled   HVDAC1   sample   revealed   a 




























was  established  at   310 K  due   to   the  detection  of   significant   protein   unfolding  at  more  elevated 
temperatures, e.g. 315 K. The most feasible spectral quality was therefore achieved with samples of 
0.6 mM  HVDAC­His6  in  25 mM BisTris­HCl pH 6.8 supplemented with 6%  LDAO  and measured at 
310 K. 








Unfortunately,  a  signal  assignment using  the  common  (1H, 15N, 13C)  standard strategy[113]  becomes 
largely unfeasible due to strong relaxation observed in most of the 3D triple resonance experiments. 





shifts   of   most   amino   acids   appear   in   a   very   similar   range   and   subsequently   complicate   an 
unambiguous amino acid assignment (Fig. 4­11).
To exclude wrong connectivities HVDAC1 had to be prepared in various modified versions. Therefore 
several  15N and  15N/13C  labelled amino acids were selectively   incorporated  into  HVDAC1.  Signals 
observed  from such samples  arose almost  exclusively   from  the   incorporated  label  and  therefore 
allowed the assignment of the incorporated amino acid type.
RESULTS 60









shifts of  residues  in the  local vicinity of  the  mutation site were  affected and became sequentially 
assignable (Fig. 4­13). Furthermore, the detected perturbations of some mutants reappear periodically 
around   the  mutated   amino   acids   and   are   indicative   for   anti­parallel  β­strands   in   the   respective 
region.In additional experiments, the prepared single cysteine mutants have also been modified with 
the   paramagnetic   spin   label   MTSL.   Due   to   the   paramagnetic   relaxation   enhancement   these 














Based on   the assignment,   the  secondary  structural   elements  of  HVDAC1  were  identified  by   the 
differences  between  calculated   random coil   values  and   the  experimentally  observed  Cα    and  C' 
chemical shifts[114].   Relative to random coil values Cα  and C’ resonances  tend  to shift upfield in  β­
strands and down field   in  ­helical   regions.  Thus,  negative secondary chemical  shifts  refer  to  β­
stranded and strong positive shifts to ­helical regions when subtracted from the random coil values. 
The  secondary  chemical  shift  pattern   thereby  obtained exhibits  along   the  assigned  sequence  of 







Since  the  potential  2H/1H exchange  becomes  decelerated  by  the   secondary   structural   hydrogen 







Residues  which   exchange  with  D2O after   1 h   are   coloured   in   red.  Residues  which   are   exchange 
resistant  after  1 h  are  coloured  in  blue.  Unambiguously  assigned  ­strands  are   indicated  by  black 
arrows. Potentially ­stranded fragments are indicated by grey arrows.
 










­sheet residue­range  sequence ­sheet residue­range  sequence
N­1 29­33 LIKLD N­3 89­91 EVT
N­2 55­58 TKVT
C­1 97­103 GLKLTFD C­8 193­197 FGGSI
C­2 116­223 KIKTGYKR C­9 205­212 ETAVNLA
C­3 126­132 INLGCDM C­10 223­228 GIAAKY
C­4 142­148 IRGALVLG C­11 236­240 FSAKV
C­5 152­158 LAGYQM C­12 246­252 IGLGYT
C­6 172­176 FAVGY C­13 260­266 LTLSALL
C­7 183­188 LHTNVN C­14 281­286 GLGLEFQ
However, since most of the residues in the N­terminal third of HVDAC1 were either not assignable or 
readily  exchanged  with  D2O  a  more  advanced characterisation  became  virtually   impossible.  The 
reason causing the lack of structural information in this region might be attributed to an enhanced 
flexibility   of   the   N­terminal   part.   As   such,   this   argument   is   further   confirmed   by   the   observed 
heteronuclear NOEs. 
In general, heteronuclear 15N{1H}­NOEs above 0.7 refer to regions of lower flexibility, values below 0.7 




















aromatic and a  few H  protons.  The combination of  all  NOESY­TROSY  spectra finally  led  to  the 
assignment of 39 crosspeaks (Tab 4­5).
Based on the observed HN­HN cross peaks,  the secondary structural shifts and the  1H/2H amide 
proton  convertibility,  a   two  dimensional   topology  model  of  the  14  C­terminal  ­strands  could   be 
















However,   the  NOE   connectivities   in   these   regions   are   poorly   resolved   and  might   therefore   be 




Nr. residues NOE Nr. residues NOE Nr. residues NOE
1 L31­L282 + 14 Y149­W152 + 27 A208­A225 +*
2 D33­K56 + 15 E150­G151 + 28 N210­G223 +
3 K99­G120 + 16 L153­G175 ++ 29 I224­V240 ++
4 T101­K118 + 17 G155­A173 ++ 30 A226­A238 ++
5 D103­K116 + 18 Q157­N171 ++ 31 Y228­F236 +
6 I117­M132 + 19 E161­R166 + 32 S237­G249 +*
7 Y121­L128 ++ 20 F172­V187 ++ 33 K239­G247 +
8 R123­I126 + 21 Y176­L183 ++ 34 I246­L266 +
9 N127­V146 +* 22 N186­G194 ++ 35 L248­A264 +
10 G129­A144 ++ 23 F193­W213 +*aro 36 Y250­L262 +*
11 D131­R142 ++ 24 G195­L211 +* 37 Q252­L260 +*
12 I141­F160 ++ 25 I197­V209 + 38 T261­G281 +*

















considered as an effect.  As a result,   the  largest  effects  were observed  in  the region around  the 
labelled site (C235). However, besides the expected region further effects were detectable on the 






The  observed  chemical   shift   perturbations  of   the  V20C/C130S/C235S mutant  are   residue  specific 
mapped on the NMR topology model of HVDAC1. The mutation site V20C is denoted by the green 
background. Residues which exhibited HN and N shift changes greater then 0.05 ppm are highlighted by 
a  dark  green  border.  Residues  which  exhibited  perturbations   in  between  0.035  and  0.05 ppm are 
highlighted by a light green border. The most clustered effects are enclosed by a blue ellipsoid. 
 4.4.2  Structure determination of HVDAC1 by X­ray crystallography 
Refolded   HVDAC1   was   also   used   in   crystallisation   trials   with   the   objective   of   its   structure 
determination by X­ray diffraction.
 4.4.2.1  Crystallisation of HVDAC1 







strategy   allowed   to  maintain   a   constant   protein   concentration   of   10 mg/ml   during   the   exchange 
process.   Consequent   reconcentration   which   entails   a   concurrent   increase   of   the   detergent 
concentration   could   hence   be   omitted.   In   the  majority   of   cases,   protein   concentrations   above 
























Detergent Conc. [%] Successful conditions Maximum resolution [Å]
C8E4 0.67 2 > 30
C10E8 0.067 ­ ­­
C12E9 0.067 2 > 30
OPOE 0.33 5 > 8
OG 0.5 ­ ­­
NG 0.17 ­ ­­
NM 0.23 ­ ­­
DM 0.1 8 > 20
UM 0.067 ­ ­­
DDM 0.33 9 > 30
DDAO 0.17 27 > 8
LDAO 0.067 22 > 15
Cymal­3 0.67 ­ ­­
Cymal­4 0.2 ­ ­­
Cymal­5 0.067 9 3.6
Cymal­6 0.20 ­ ­­
Conc., indicates the initial concentration of detergent in the crystallization drop. Successful conditions 
quotes  the number of different  crystallisation conditions out of   the used 334 under which crystals 
appear.
Even if most of the obtained crystals were well­formed and exhibited sharp edges the vast majority of 
them only  diffracted  to a resolution of about 8 Å  at its best. Diffraction to a maximum resolution of 
about 3.6 Å  could solely be observed for a set of  parallelepiped  crystals of  almost identical lattice 









resolutions.  Interestingly,  these fluctuations were not only  recognizable across but  also within  the 








Crystals  of HVDAC1/Cymal­5 diffracted to a maximum resolution of about 3.6 Å.  A:  Parrallellepipted 








of the threefold axis as either 31  or 32.  Thus, HVDAC1  crystallised in one of the enantiomorphous 
space groups P3x, P3x12 or P3x21.
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Due  to   the   lack  of  VDAC high  resolution  structures   the  mandatory  phase  information  had   to  be 
determined experimentally. Since  this approach required an isomorphous derivative or modifications 
within   the   native   protein  HVDAC1  crystals  were   either   soaked   by   Pt   containing   compounds   or 
crystallised from a selenomethionine­derivatised HVDAC1 version. 
The   best   selenomethionine   and   dichloro(ethylenediamine)­platinum   derivatives  thereby   obtained, 
diffracted to a resolution of about 4.0 Å and 4.3 Å, respectively (Tab.4­7). For experimental phasing, 
























































Completeness$ [%] 98.3 (99.9) 99.4 (98.7) 98.7 (93.7) 99.3 (98.6) 99.8 (99.8)
Rmerge†$ [%] 10.8 (66.1) 8.5 (57.2) 8.2 (59.9) 7.9 (57.9) 14.1 (54.2)
Mean I/(I)$ 11.08 (3.02) 13.2 (2.3) 13.3 (2.2) 13.3 (2.2) 12.9 (2.2)
















































Phase   improvement  was  carried  out  by  density  modification   through  a  stepwise   increase  of   the 
solvent   content,   solvent   flipping   and   density   truncation.   Finally,   this   approach   enabled   a   phase 













































Following   this   strategy,   the   best   solution  was   found   for   an   eight   stranded   fragment  which  was 















feature which  expands  perpendicular   to   the channel  axis  along a   third of   the  inner  channel  wall 




















Unfortunately,  both  methods  particular   failed   in  structure  determination  of   the  HVDAC1  topology. 
Nevertheless,  NMR and X­ray investigations provide a large extend of structural information. As such 
the NMR investigations led to the establishment of a two dimensional model for the C­terminal 80% of 






Improved HVDAC1 model after combining  the  two dimensional NMR model and the X­ray derived  ­strand 
topology.  Upper row:  Tube cartoon representation of the derived model and its fit  into the  B­factor sharpened 
density of HVDAC1 (applied  levels = 2.0). The density stretches colored in blue refer to the NMR unassigned 
region  of   the  model.  Representations  are   laterally   depicted   in  approximately   60°   increments  .  Lower   row: 










therefore  provides a more detailed description  of   the  HVDAC1  topology  albeit  only   for   the  NMR 
assigned parts of the protein.

















































A: HVDAC1   in   a   view   from  the  bottom.  The  obligatory   but   so   far   unobserved   linker   between   the 










The   surface   of   HVDAC1   was   displayed   by   the   attachment   of   side   chains   in   their   common 












coloured  in orange.  A.1,B.1:  Charged residue distribution of  the channel  in a surface representation. 




covered by  the N­terminal  ­helix  as well  as  two  further  grooves  in   the channel  wall  are  free of 




























form cBid. Naturally,  Bid  is activated to cBid  by caspase­8 cleavage  during  the mitochondrial  cell 
death cascade.  Therefore,  a part  of   the overproduced  form was  further processed  by caspase­8 
cleavage  in   vitro.  Interestingly,  mcBid  did   not  dissociate   into   two   domains  despite   cleavage   by 
caspase­8 (Fig. 4­25A). This was indicated by the fact that both parts elute simultaneously from the 













the  N­terminal  as  well   as   the  C­terminal  domain  of   cBid   could  be  demonstrated  by  SDS­PAGE 
(Fig. 4­26A,B)  and  mass   finger   print   analysis.  Glutaraldehyde   treatment  give  also   rise   to  VDAC 





formation   of  HVDAC1  homodimers   was   significantly   decreased  in   the   presence   of   cBID 
(Fig. 4­26 B, C).  Therefore,  at   least  one of   the  cBID domains  has   to  bind close  to   the  HVDAC1 
dimerisation site.
RESULTS 83





























By  using   cBid   instead  of  Bid,   it   turns  out   that   the   same   residues  were  affected.  However,   the 
performed titrations exhibited an interesting difference concerning the amounts of Bid and cBid which 
had to be applied to induce a significant effect in the 15N­TROSY­HSQC spectra. While an equimolar 

















Furthermore,  the channel  was analysed  in  respect  of  a  helical  hairpin  motif  of  Bcl­XL  which was 
recently shown to interact with HVDAC1[117]. Since a structural homology between Bcl­XL and Bid is 











Among the so far structurally described proteins of  the Bcl­2 family  also BAX  exhibits a topology 
similar to the fold of Bid and Bcl­XL. Accordingly, all three comprise the hydrophobic ­helical hairpin 







In   contrast,   interactions  between  Bax  and  Bid  or  Bax  and  cBid  were  detectable  but  not   further 
investigated in the scope of this study.  Interestingly, these interactions had, however, no remarkable 
effect on the interaction between HVDAC1 and Bid or cBid since both complexes remained unaffected 





















RuII(bpy)32+  treated samples are  indicated by (+) the associated RuII(bpy)32+  free controls by (­).  B,C: 
Coomassie­stained SDS gels of VDAC and Bid or cBid interactions for comparison. 
Several studies have shown a correlation between the degree of aerobic glycolysis and the level of 
mitochondrial   bound   hexokinase   in   cancer   cell   lines[120].   Furthermore,   it   was   shown   that  in   this 
interaction  the   mitochondrial   receptor   is   identical   to   VDAC[70][71].   An  N­terminal   and  proteolytic 
cleavable hexokinase domain was identified to be essential in this interaction[121][122]. 
To examine the suggested interaction between hexokinase and HVDAC1, the hydrophobic N­terminal 
­helix   of   hexokinase II  was  synthesised  and   tested  on  HVDAC1 by  NMR.  As  a   result,   several 
chemical  shift  changes were observed  in   the C­terminal   region of  HVDAC1 upon addition of   the 
hexokinase II peptide. 
Compared   to   the   cBid   interaction   site   the   affected   region   is  more   broadened   and   exhibits   the 
strongest shift changes in the area between ­strands 15 and 17 (Fig. 4­31 A, B). Interestingly, even 







































tested. Gd3+  is in contrast  to Ca2+  paramagnetic.  Due to the paramagnetic relaxation enhancement 
much stronger effects  on the  15N­TROSY­HSQC spectrum are  expected  in case of Gd3+  interaction. 














Voltage   dependent   anion­channels   especially   of   mammalian   and   fungal   origin   have   been 
extensively studied for the last three decades. During this time many investigations have been 











proteins.   Nevertheless,   three   dimensional   crystals   of   any   VDAC   are   not   described   in   the 
literature so far. Since the formation of 2D­crystals is carried out by using phospholipids instead 








C­terminal His­tagged version of this channel was recombinantly overproduced  in  E. coli  and 













conformational   comparability   of   refolded   and  natively   isolated  VDAC proteins   derives   from 
conductance  and  CD spectral   properties.  The  superposition  of  CD spectra   from wild   type 







Superposition of the recorded HVDAC1 spectrum on published data of Neurospora crassa VDAC1 and 




Protein crossover [nm] min [nm] min. of molar ellipticity [ deg 10­3 cm2 dmol­1]
­sheet# 204.5 214.0 ­5.2
OmpF# 207.0 217.5 ­8.5
N.c. VDAC1# 205.5 215.5 ­10.0









VDAC source n# V0 [mV]$  [nS]*
Rat liver 2.3 55.0 4.3
Rat kidney 2.5 40.0 4.0
Rat brain 1.0 60.0 4.0
Rabbit liver 1.8 67.0 4.0
Rabbit kidney 2.5 38.0 4.0
Bovine heart 1.6 62.5 n.d
Pig heart 2.0 40.0 3.5
Pig kidney 3.4 35.5 4.0
Paramecium 2.0 32.0 2.4
Yeast 2.0 24.0 4.2

















membrane   proteins   at   high   resolution.  With   the   objective   to   generate   as  much   structural 







three  ­barrel   protein   structures,   OmpX[130],   the   transmembrane   domain   of   OmpA[131]  and 
PagP[132] could be determined by NMR. However, with molecular weights of 16, 19 and 20 kDa 
all of them are comparatively small and each exhibit a ­barrel of only 8 ­strands. HVDAC1 by 
contrast,  is  about 30% bigger in size and composed of an 18 stranded  ­barrel.  Since  NMR 
spectra become in a progressive rate more difficult to interpret with increasing molecular mass, 
due to spectral crowding and line broadening as a result of  fast transverse relaxation[133], the 
size   of  HVDAC1   is   a  major   problem.   In   case   of   a  membrane   protein   this   is   even  more 
problematic as the molecular weight of the protein becomes further increased by the solubilising 
detergent. In order to reduce spectral crowding and line broadening, HVDAC1 was produced in 
a deuterated and selectively   labelled version which could be easily  attained by  the applied 
production strategy.  As a result   the  recorded  15N­TROSY­HSQC spectra  exhibit  an  excellent 
chemical  shift  dispersion  for  a  protein/detergent  complex  of   this  size.  Nevertheless,  due  to 





Therefore,   it   seems   that  HVDAC1  starts   to   form oligomers  above   concentrations  of   about 
0.6 mM.  Such oligomers may be  NMR silent due to their   increased molecular size which  is 
apparently not  large enough to blur the solution to any significant degree. Further problems 
arose from the fact that spectra of HVDAC1 could not be recorded at temperatures above 37°C 
since  the protein  starts   to  unfold  significantly  at  elevated  temperatures.  Compared  to PagP 
which was measured at 45°C[132], the data collection temperature  is rather low and accelerate 
adverse transverse relaxations. The limited temperature during data recording in combination 
with  the   size   of   the   protein   and   the  low   HVDAC1   concentration   obviously   impeded  the 
recognition of signals in several advanced heteronuclear NMR spectra.
Alternatively, a variety of selectively labelled samples were used  to enable the assignment of 
HVDAC1.  By   this   approach  it   was   possible   to   assign   about   56%   of   the   sequence   and, 
furthermore, to establish a two dimensional topology model for the last 14 ­strands of HVDAC1. 




in  this   region are  obviously  attributed  to  an enhanced  flexibility  of   the N­terminal  part.  The 
observed  flexibility  might  partially  arise  from a certain  instability  of  the detergent solubilised 
channel. Evidence is given by a recent study which described the observation of small folding 
disparities between detergent and phospholipid solubilized HVDAC1[128] (Tab. 5­3). Compared to 
diC12:0PC  the LDAO solubilized channel  exhibited  less  ­stranded and more  ­helical structure 




Amphiphile Protein ­helix [%] ­structure (sheet­turn) [%] Random coil [%]
diC12:0PC*$ HVDAC1 9.6 62.5 (37.4/25.1) 27.9
LDAO$ HVDAC1 15.5 54.5 (31.5/23.0) 29.7
LDAO# HVDAC1 17.0 56.0 (36.0/20.0) 27.2
#)this study, *)in accordance to [128]; $) 1,2­dilauroyl­; sn; ­glycero­3­phosphocholine
DISCUSSION 96
Even  if   the  N­terminal   flexibility  of  HVDAC1 seems  to  be enhanced  in  detergent   it  can be 
assumed that the observed flexibility of the N­terminal part is, to a certain degree, an intrinsic 
feature of the channel protein owing to its gating properties. It has been demonstrated that a set 
of   charged   N­terminally   located   residues   exert   influence   on   the   voltage   dependency   of 
ScVDAC1[134].  Moreover,   in  ScVDAC1  nearly   the   same   residues  where   further   identified   to 
influence exclusively the selectivity of the open, but not of the closed state[43]. Since most of 

















case.   In  order   to   improve  the NMR spectra  also cymal­5  was  tested.  Since  the spectra  of 
HVDAC1  in LDAO and cymal­5 were almost  identical, a stabilising effect of cymal­5 can be 
excluded. Even  cymal­5, at present the best observed detergent, seems not to be the optimal 
































































Superposition   of   identified   transmembrane  ­strands   on   the   proposed   topology   of   previously 
developed models.  A: 13­stranded model of   N. crassa VDAC1[59].  B:  16­stranded model of  N. crassa 
VDAC1[136]. C: 16­stranded model HVDAC1. The sequence assigned positions of in HVDAC1 identified 
transmembrane ­strands are depicted as transparent red boxes. 
Table 5­4: Amphipathic   sequence   pattern   of   NMR   identified  ­strands   of   the   barrel   wall   which   were   in 
previously models primarily assigned to extended loop regions.
N. c. 13­stranded*[59] N. c. 16­stranded*[136] human 16­stranded[55]
1 A K F N L H F K F H G R A F F G L K L T F D
2 Y S A A V G Y A N I D A I V K I K T G Y K
3 F S A S Y Y A A I T A D G L K L T F D
4 V E A G Ŝ K A T W





topology  of  HVDAC1  resembles   the  open  and  anion   selective   state.  Based  on   its   spacial 













VDAC   proteins   are   ubiquitously   present   in   the   outer   mitochondrial   membranes   of   all 
mitochondria containing organisms.  When reconstituted into planar lipid membranes, the vast 

















­barrel  protein OprD[141].  Regarding the sequence gaps as a  inevitable consequence of  the 
alignment, it is noticeable that all of the inserted gaps are located in loop regions of HVDAC1 







Sequence alignment  of  eleven metazoan,  six  plant  and  two  fungal  originated VDAC1 homologs as 
aligned by the program MUSCLE[111]. The distribution of secondary structural elements based on the 
findings as observed in HVDAC1 are indicated by green and red  boxes, respectively. Highly conserved 
residues  are   indicated  by   the one  letter  amino acid  code below and above  the alignment.  Charge 
conserved substitutions are represented on the basis of their basic (+) or acidic (­) nature. Significant but 
not   in   all   homologs   conserved   charges   are   coloured   in   red.  Conserved   substitutions   of   aromatic 
residues are marked by a hexagon. The [F/Y] conservation which directly faces the N­terminal ­helix is 
indicated in blue.   Moreover, the spatial position of the ­helix and the mirrored motifs GL[KR] (a) and 





















































the pore   lining   (Fig.  5­5).  The positive  potential  expands  in  consequence  the  overall  pass­
through for anions and at the same restricts time the cation accessible lumen due to repulsion 




















The generated surface of  HVDAC1 (B,C) exhibit  a  similar   indentation pattern as observed  in EM 






In  HVDAC1  the   two   characteristic   notches  between  ­strands   9   and  18  emerge   from   two 
shortened pairs of  ­strands (11,12;  15,16) which each are adjacent by  longer  ­sheets 
(,10;  13,14;  17,18) (Fig 5­5B,C). With regard to the distribution of  ­strands and their 
connecting loops, the alignment in the corresponding region is highly consistent to all VDAC 
proteins (Fig 5­4). 










Regarding   the   loops,  all   bacterial  ­barrel   membrane   proteins   exhibit   long   loops   on   the 
extracellular  and short   loops or  beta   turns  on  the  periplasmic  side  of   the  membrane.  This 
asymmetric  length distribution  is as well  distinctive to HVDAC1.  However, due to the current 
ambiguity about the  direction in which  VDAC inserts into the mitochondrial outer membrane it 
can not  be revealed  if   the  longer  loops face  the mitochondrial   intermembrane space or  the 
cytoplasm. When reconstituted into artificial membranes NcVDAC was found to insert in random 
orientation[144].   Also   in   2D   crystals   of   HVDAC1   always   two   HVDAC1   monomers   in   both 










terminal  end  of  NcVDAC whereupon   the  C­terminus  was  assigned  to   the   IMS side  of   the 
mitochondrial outer membrane[145]. 
 5.3.2.2  HVDAC1 conserves the spatial distribution of specific amino acids along the surface





















­barrel   proteins   five   spatial   regions  were  defined  along   the  membrane  normal  [146].  (A)  HVDAC1 








terminal   end   of   the   individual  ­strands.  However,   regarding   the   spatial   preference   of   the 
aromatic residues, a distinct difference could be observed. Remarkably, all of the Tyr residues 
reside  in   the  headgroup  region of   the  short   loops and  β­turns  of  HVDAC1.   In  most  of   the 
bacterial relatives, by contrast, they exist in both headgroup regions. Phe residues on the other 
hand show a preference for the periplasmic headgroup region in bacterial  ­barrel membrane 
proteins,  but  predominantly  exist  on   the side of   the  longer   loops  in  HVDAC1.  Furthermore, 
bacterial  ­barrel membrane proteins exhibit a second ring of predominantly positive charged 











construction   principle   of   bacterial  ­barrel   membrane   proteins.  The   emerging   differences 
concern   the  site­specific  distribution  of   the  Phe and Tyr   residues as  well  as   the   lack  of  a 
positively charged moiety on the side of the longer loops. Furthermore, compared to bacterial 
­barrel membrane proteins, HVDAC1 exhibits a smaller hydrophobic thickness and moreover a 
smaller   height   overall.  Both   features   are   attributed   to   the   average   length   of   the  HVDAC1 
­strands. Although HVDAC1 and for instance OMP32 exhibit similar average tilt angles of 45° 









Porins  like OmpC or Omp32 are bacterial  membrane proteins  which mediate  like VDAC an 
exchange of small molecules across the outer membrane[49].  Bacterial porins are composed of 
16­  or  18­stranded  ­barrels  and an  ­helical  structure which  resides  in  a position such as 
observed for HVDAC1. Due to the position, the ­helix effects a significant pore constriction and 







The   global   architecture   of   HVDAC1   is   reminiscent   of  Omp32.  HVDAC1   (red),  Omp32[148]  (grey). 
Superposition was carried out in COOT[110].
An N­terminally elongated  ­barrel,  as observed for HVDAC1,  is not exceptional  for  ­barrel 





secretion   system.   However,   the   geometry   of   these   domains   is   more   complex   and   not 
comparable to HVDAC1. A similar  combination between an N­terminal ­helix and a ­barrel is 
otherwise only observable for PagP[152][132], an outer membrane acyltransferase which is involved 
in   endotoxin   synthesis[152].   But   unlike   observed   for  HVDAC1,  the  N­terminal  ­helix   of   this 





seen   in   functionally   related   porins.  This   difference   in   topology  might   be   attributed   to   the 
reversible conductance and selectivity states which VDAC proteins are capable to undergo in a 
voltage dependent manner.  Voltage­controlled conductivity and selectivity alterations of porins 








channel closure  is not an  issue of L3 movement, but rather  the result  of  multiple positional 
changes of fixed charges along the pore lining[154]. To a certain extent this might also apply to 








Since,  compared   to   OmpF,  relatively   small   voltages  are   already   sufficient   to   induce   the 
supposed structural alterations and, thus, the conductance state of VDAC a certain flexibility of 
the N­terminal domain must be assumed. 
Therefore,   it  seems that  in contrast   to   the L3  loop  the alternative pore restriction by an N­
terminal  ­helix   provides   the   relatively   rigid   construction   principle   of   a  ­barrel  membrane 
protein  with   the   required   flexibility   as   necessary   for   the   conductance   alterations   in  VDAC 
proteins.  Moreover,   the   functional   replacement  of  L3  by  a   relative  small  N­terminal  ­helix 
reduces   the  amount   of   substantial   and  potentially   stabilizing  protein  domains   in   the  barrel 
interior for the benefit of an enhanced  flexibility. 
 5.3.5  HVDAC1 exhibits a comparatively large pore diameter
Furthermore,  the N­terminal  ­helix and  its potential  linker  restrict  the  pore of HVDAC1 to a 
lower extent   than  the L3  loops  in  bacterial  porins of  comparable size.  Bacterial  porins,   like 
Omp32 and OmpF, exhibit relatively small pore diameters of 5 × 7 Å and 7 × 11 Å, respectively. 
Also  18­stranded  porins,   like   the  sucrose  porin[155],   show a  barely   larger  or   in   case  of  the 
maltoporin[156]  even  a  smaller  pore  size   than  the  16­stranded  OmpF.  By  contrast,  HVDAC1 
exhibits an unusual large pore diameter due to the pore restriction by its comparatively small N­
terminal  domain.  Although  the exact  pore  boundary of  HVDAC1 can not  be defined  in   the 
present model, it can be  pre­estimated that the passage of HVDAC1 exceeds at least three to 
four fold the pore size of OmpF (Fig.5­9). Since a large part of the vast pore is solely bordered 
by   a   comparatively   thin   channel  wall  which   is   otherwise   not   further   stabilised   by   internal 
domains like the L3 loop this might be a further issue for the enhanced flexibility of HVDAC1. 
Figure 5­9: Pore diameter of HVDCA1 and different bacterial porins.





By contrast,  oligomeric complexes of similar  stability  are not observable  for VDAC proteins. 
However,  at least in detergent  also VDAC proteins are supposed to form dynamic oligomers. 
Evidence for multiple oligomeric states of HVDAC1 were deduced  from crosslinking[117][158]  and 
FRET[158]  studies.   In   these   studies  HVDAC1   could   be   observed   in  dimeric,   trimeric   and 
tetrameric states in detergent[117][158]. Moreover, chemical cross­linking of rat VDAC in isolated rat 





















site   (Fig.  5­10D,F,G).  The  remaining   interaction   takes  place  between  the  first  N­terminal  ­
strands (1) and, because of the position at the ­barrel edge, most probably also between the 
first   loops (L1)  (Fig 5­10D,F,E). Due to  the  lack of assignment  in  this region,  the molecular 
nature of this interaction can not be revealed. 
DISCUSSION 112
However,   the   fact   that   the   dimer   persists   in  mild   detergent   solutions   suggests   that   also 













One of  the contact sites  in  HVDAC1  crystals  is accomplished  across  the  ­barrel  junctions of  two 
HVDAC1 monomers related by twofold symmetry.  A,  HVDAC1 dimer as observed in the crystal.  B, 
Omp32 trimer. C, OmpLA dimer. D, HVDAC1 contact site in a side view and E, G, from the two top sites 

















detergent   environment.   For  NMR   studies,   the   protein   had   to   be   kept   in   a   30­fold   higher 
concentrated detergent solution. Since dimer formation mainly bases on hydrophobic contacts, 
which might be disrupted by the high detergent concentration, the ­barrel junction of HVDAC1 
became destabilised  and   led   to   the  observed   flexibility  of   the  N­terminal  part  especially  at 
elevated temperatures as necessary for NMR measurements. 
5.4  Interaction between VDAC1 pro­ and anti­apoptotic proteins and hexokinase II










factors.  That Bid and VDAC  interact  during this process derives from the observation that a 
truncated version of Bid  is capable to induce the closure of  the channel[81].  Channel closure 
reduces significantly   the  permeability  of   the  outer  membrane[60]  and  is  assumed  to   lead,   if 




















exceptions   the   reliable   detection  of   this   channel   in   a   large  number   of   different   eukaryotic 
genomes.  The  region of   the signature  pattern  encompasses  the C­terminal   fifth  of   the  14th 














region   as   predominantly   affected   by  Bcl­XL   (Fig.   5­13).   Apart   from   the   extent   of   affected 
residues, their areal distribution indicate that both antagonists interact intra­membranal with an 
identical region of HVDAC1 ­ the region around the conserved PROSITE signature pattern (Fig. 
5­13).  The  evolutional   conservation  of   the  VDAC signature  pattern   is,   hence,  owed  to   the 




are   shown   to   permeabilise   independently   of  VDAC  the  outer  mitochondrial  membrane,   for 
instance by the formation of large autonomous pores[164]. 
Moreover,   the   interaction   between  HVDAC1  and   hexokinase   II   (HK II)   was   probed   by   the 
utilisation  of  a  synthetic  peptide which  resembles  the N­terminal  15  residues of  HK II.  This 
peptide is highly hydrophobic and predicted to form a transmembrane ­helix which inserts into 
the mitochondrial outer membrane[165]. Interestingly, the interaction site of the HK II peptide on 
HVDAC1 resides again  in  the C­terminal  region between  ­strands 14 and 17 and overlaps 
noteworthy with the Bid and Bcl­XL interaction sites (Fig. 5­13). Therefore, the structural scaffold 
around the  evolutionary conserved Ps00558 pattern  not only  offers the docking of  apoptotic 
proteins, but also of HK II and most probably HK I to the outer mitochondrial membrane. Since 
the existence of a unique binding site  inevitably led to  steric  competition  between cell  death 
suppressing   (HK II,   Bcl­XL)   and   cell   death   promoting   (Bid)   proteins,   this   finding   gives   a 
























on the  integrity of the  outer  mitochondrial membrane. Nevertheless, the observed interaction 









shift   changes   are   plotted   against   the   aligned  C­   terminal   regions   of   several   VDAC   sequences. 












shift   changes   at   the   C­terminal   end   of   the   N­terminal  ­helix   and   its   connecting   linker 


















two   antagonists   on   the  integrity   of   the  outer  mitochondrial   membrane.   Nevertheless,   the 
observed interaction might certainly  function as a structural basis for further processes which 








Thus,   the   sites   of   homo­   and   hetero­oligomerisation   overlap   and   the   formation   of   the 
HVDAC1/Bid complex sterically  blocks  the dimerization of  HVDAC1, as  indeed observed by 
chemical crosslinking experiments (see Chap. 4.5.2). Since dimerisation seems to be necessary 
for  the mutual stabilization of  HVDAC1 monomers,   the  interaction with Bid should entail  an 
enhanced   flexibility   of   the   channel   which   potentially   favours   the   formation   of   membrane 
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